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摘要 : 信和 号 失 活 是 嗅觉 动态 过 程 的 一 个 重要 步 又, 这 一 过 程 涉及 多 样 的 气味 降解 酶 类 。 本 研究 利用 RT-PCR 方法 从 
ZÆ Bombyx mori 雄 蛾 的 触角 中 克隆 了 一 个 细胞 色素 P450 基因 CYP64K21。 该 基因 含有 一 个 1 572 bp 的 开放 阅读 框 
(open reading frame, ORF) ， 编 码 523 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 60.5 kD, 等 电 点 为 8.4, 含有 细胞 色素 P450 的 特征 
序列 血红 素 结 合 位 点 区 域 。CYP64E21 和 家 看 CYPOAE2 基因 一 样 在 相同 位 置 含有 1 个 内 会 子 序列 ,， 且 相应 的 2 个 外 
显 子 大 小 相同 。 两 者 的 核 苷 酸 序列 相似 性 达到 94.5% , 且 在 基因 组 上 以 头 尾 相连 的 方式 成 簇 排列 ,中间 由 约 7.6 kb 
核 苷 酸 序列 隔 开 。CYP648527 在 幼虫 的 头 部 和 脂肪 体 ， 以 及 雄 蛾 和 上 肉 蛾 的 触角 中 表达 量 较 高 ; 在 幼虫 的 其 他 组 织 和 
蛾 的 多 个 组 织 中 也 有 一 定 的 表达 。P450 酶 系 的 重要 组 分 之 一 一 一 NADPH 细胞 色素 P450 还 原 酶 (cytochrome P450 
reductase, CPR ) 基因 也 在 上 肉 蛾 和 雄 蛾 触角 中 高 水 平 表 达 , 而 在 其 他 组 织 中 表达 量 相 对 较 低 。 亚 细胞 定位 分 析 表 明 
CYP6AE21 表达 产物 定位 于 细胞 质 中 。 推 测 CYP64E21 和 CYP6AE2 是 由 其 中 一 个 基因 加 倍 复制 形成 的 ; 此 P450 的 功 
能 之 一 可 能 是 参与 内 化 进 细胞 的 气味 分 子 的 降解 清除 。 
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Abstract; Signal inactivation is a critical step in the olfactory dynamic process, in which various odorant- 
degrading enzymes are involved. In this study, the cDNA of a cytochrome P450 gene, CYP6AE21, was 
cloned from the male moth antenna of Bombyx mori by RT-PCR method. CYP6AE21 contains a 1 572 bp 
open reading frame (ORF) , which encodes a putative protein of 523 amino acids. This cDNA-deduced 
protein has a predicted molecular weight (MW) of 60.5 kD, isoelectric point (pl) of 8.4, and a P450 
characteristic structure heme-binding region. A single intron is localized at the same site in each of the P450 
gene CYP6AE21 and CYP6AE2 from B. mori, and two corresponding exons with the same size exist in both 
of the genes. The two genes share 94.5% nucleotide similarity, and cluster on the same chromosome in a 
head-to-tail arrangement separated by an approximately 7.6 kb intergenic region. CYP6AE21 was highly 
expressed in larval head and fat body, and both male and female moth antenna. It was also expressed in 
other tissues of larvae and some tissues of moth. NADPH cytochrome P450 reductase (CPR), a very 
important component of monooxygenase system, was also highly expressed in the moth antenna, and 
expressed in other moth tissues at low levels. Subcellular localization analysis showed that the expression 
product of CYP6AE21 is localized in cytoplasm. It is so inferred that CYP6AE21 and CYP6AE2 could have 
been formed by gene duplication of either of them, and CYP6AE21 might participate in the degradation of 
odorants after these components are internalized into cells. 
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Be, R BAY Mk tin AE Be, R EA Ol BY Es FRAT ON ST TE a 
者 非常 重要 的 作用 , 它 能 够 通过 对 挥发 性 化 学 物质 
的 检测 来 了 解 环境 和 同类 进行 交流 。 气 味 分 子 通 过 
触角 表皮 的 孔道 进入 嗅觉 感受 兹 的 液态 腔 道 ， 随 即 
与 可 溶性 的 气味 结合 蛋白 (odorant-binding protein, 
OBP) 结 合 , AR Minsk SI RM SARA. A 
BRD FPR ia GEN TRA AN BB ES ER 
基部 细胞 内 的 一 系列 酶 类 降解 掉 ( Vogt, 2005 ) 。 气 
味 分 子 的 降解 非常 重要 , 因为 它 控制 气味 在 外 围 受 
体 空 间 的 半衰期 , 这 样 可 以 避免 或 减轻 潜在 有 害 化 
合 物 对 感觉 神经 元 的 伤害 作用 (Lazard et al., 
1990 ) 。 

细胞 色素 P450 ENE AE, 对 多 样 
的 外 源 化 合 物 和 内 源 化 合 物 的 氧化 代谢 起 作用 
(Omura, 1999; Hrycay and Bandiera, 2009), EEE 
虫 中 到 目前 为 止 , 大 量 的 P450 基因 已 在 多 个 物种 
中 得 到 鉴定 (Tijet et al., 2001; Claudianos et al., 
2006), ENEBB ERA Ue EH Ma ke Owe Bee Be 
的 生物 合成 ,以 及 对 外 源 性 物质 如 杀 虫 剂 和 植物 毒 
素 的 解毒 代谢 作用 (Scott，1999; Namiki et al., 
2005; Niwa et al., 2005; Li et al., 2007; Rewitz and 
Gilbert, 2008; Mao et al., 2009 ) 。 细 胞 色素 P450 也 
是 昆虫 触角 中 参与 气味 降解 通路 的 重要 成 员 之 一 。 
如 一 个 属于 CYP6 家 族 的 PASO 被 发 现在 果 蝇 的 触 
角 和 化 学 感受 副官 中 表达 ( Wang et al., 1999) ,在 
甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae 中 也 鉴定 了 4 个 P450 
cDNAs。 其 中 3 个 属于 CYP4 家 族 , 1 个 属于 CYP9 
家 族 ， 均 在 检测 气味 的 嗅觉 感受 需 中 表达 
(Maibeche-Coisne et al., 2002, 2005 ) , Maibeche- 
Coisne 4 (2004 ) 鉴定 了 触角 特异 的 CYP4AW1, 通 
过 电 生 理 研究 表明 其 参与 了 性 信息 素 失 活 ,并 推测 
与 此 功能 相关 的 P450 可 能 直接 定位 于 质 膜 上 。 
NADPH 细胞 色素 P450 还 原 酶 (cytochrome P450 
reductase, CPR) 是 微粒 体 电子 传递 体系 的 一 个 重要 
组 成 部 分 , 它 在 将 NADPH 的 还 原 组 分 传递 到 细胞 
色素 P450 酶 方面 起 着 非常 重要 的 作用 ( Yang et al., 
2010). Hovemann 等 (1997 ) 报 道 CPR 在 果 蝇 触角 
中 高 表达 ; Maibeche-Coisne 等 (2005 ) 研究 表明 CPR 
EHRT ZH FRI, 表明 此 基因 可 能 
与 P450 代谢 清除 气味 功能 相关 。 

KÆ Bombyx mori 是 关于 昆虫 咒 觉 研究 最 多 的 
模式 昆虫 之 一 。 随 着 家 看 基因 组 序列 得 到 了 全 面 测 
cE (Xia et al., 2004, 2008), KEIR wJ BEHRA 
家 看 OBPs, FAZ 45 A&E H ( pheromone-binding 


proteins, PBPs ) HUIR im AA GA EE. U 
Forstner (2006) 鉴定 了 2 个 新 的 PBPs 
BmorPBP2 和 BmorPBP3; Gong “9: (2009) 从 家 看 基 
因 组 中 鉴定 了 44 个 OBPs; Krieger (2005) AH Y 
几 个 几乎 仅 在 雄性 触角 中 表达 的 信息 素 受 体 基因 ; 
Anderson 等 (2009 ) 研究 发 现 嗅觉 受 体 BmOR19 ， 
BmOR45 和 BmOR47 可 能 参与 了 雌性 特异 的 气味 分 
子 反应 行为 , 如 产 卵 等 。 而 与 气味 降解 相关 的 报 着 
非常 少 , AX Pelletier 等 (2007) 鉴定 了 几 个 可 能 参与 
家 和 蛋 信 息 素 降解 的 乙 醛 氧化 酶 基因 。 在 本 研究 中 ， 
我 们 利用 生物 信息 学 方法 从 家 看 中 克隆 了 1 个 
CYP6 家 族 cDNA 序列 , 研究 了 此 基因 在 幼虫 和 成 
虫 多 个 组 织 的 表达 分 布 ,以 及 亚 细 胞 定位 。 本 结果 
为 进一步 研究 此 基因 是 否 参 与 气味 和 外 源 物 的 清除 
奠定 了 基础 。 





1 材料 和 方法 


11 家 看 品系 和 组 织 收集 

家 和 蛋品 系 大 造 (Dazao ) 由 本 实验 室 保存 ,， HR 
叶 在 温度 26 +1°C , RH 70%~80% , 光 周 期 16L: 8D 
条 件 下 进行 饲育 。 在 5 龄 第 3 天 分 别 收集 头 部 、 中 
肠 、 脂 肪 体 、 丝 腺 、 精 巢 、 卵 巢 和 血 淋 巴 , 在 羽化 第 1 
天 收集 雄 蛾 的 触角 、 涉 部 、 胸 部 、 腹 部 、 腿 部 和 翅膀 ， 
以 及 肉 蛾 的 触角 。 然 后 立即 将 组 织 用 液 氮 冷冻 , E 
F -80°C fete, 用 于 提取 RNA, 
1.2 主要 试剂 

TRIzol Reagent 为 Invitrogen 公司 产品 ; pMD19- 
T vector, RTase M-MLV (RNase H` ), RNase 
Inhibitor, Ex Tag 酶 为 宝生 物 工程 ( 大连) 有限 公司 
产品 ; 质粒 抽 提 试剂 盒 购 目 上 海 申 能 博彩 生物 科技 
有 限 公 司 ; 凝 胶 纯化 试剂 盒 购 目 上 海 生 工 生物 工程 
技术 服务 有 限 公司 。 
1.3 RNA 提取 和 第 一 链 cDNA 合成 

利用 TRIzol 试剂 , 提取 家 和 在 各 组 织 的 总 RNA, 
合成 第 一 链 cDNA 的 反应 体系 为 50 pL, 包括 : 总 
RNA 1 ug, 50 pmol/L Oligo (dT) ¿514 1 uL, 5 x 
M-MLV buffer 10 uL, 10 mmol/L each dNTP 2. 5 
uL, 40 U/uL RNase Inhibitor 0.5 uL, 200 U/uL 
RTase M-MLV 1 pL; 于 42% 反应 1 h, 然后 置 于 
70.15 min 使 M-MLV AH. 
1.4 RT-PCR 反应 

根据 Nelson ( http: //drnelson. utmem. edu) 和 西 
PARAR AA P450 基因 的 序列 设计 一 对 
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引物 (Li et al., 2005) ,分别 为 AE-F(5’-AACATG 
TCAGTGAGCGCATTA-3’) AI AE-R(5'- AGTTGATGG 
AAGATTTAACGTG-3’) , LA HÈ IR fit fA cDNA 为 模 
板 , 进行 PCR 反应 。 反 应 条 件 为 : 94°C 预 变性 2 
min; 94°C 变性 30 s, S4% 退火 40 s, 72°C 延伸 1 min 
45 s, 共 30 个 循环 ; 72°C 延伸 10 min, PCR 产物 经 
0.8% DRAB Be AL UK oP BS, 用 凝 胶 纯化 试剂 盒 纯 化 凝 
胶 中 的 目的 DNA 片段 ,并 克隆 进 pMD19-T vector 
FR, BEAL KAGE i Escherichia coli 感受 态 细 胞 ， 用 
质粒 抽 提 试剂 盒 抽 提 重组 质粒 , 然后 送 交 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进 行 测 序 。 
1.5 ZZ CYP6AE21 和 CPR 基因 的 组 织 表 达 
分 析 

利用 RT-PCR 检测 CYPOAE21 基因 分 别 在 幼虫 
期 和 成 虫 期 多 个 组 织 的 表达 分 布 。 比 对 所 克隆 的 家 
A P450 基因 序列 与 家 看 基因 组 序列 , 设计 一 对 路 
内 含 子 引 物 6ae21-F (5’-TAACCCCGACAACTTTCCT 
GACC-3) Al 6ae21-R (5’-CGTTGCTCCCATCCGTCT 
CG-3’) , wD H EKA 300 bp。 根 据 已 公布 
MR CPR 基因 (AB042615 ) 设计 一 对 引物 CPR-F 
(5'-CCCTTCCGAGGTTTTCTTCAA-3’) AI CPR-R(5’-C 
GATAACATCCCATAGTTCGTCCATA-3') , 预期 扩 增 
片段 大 小 为 244 bp, PCR 反应 条 件 为 : 94°C 预 变 性 
2 min; 94% 变性 30 s, 61% 退火 30 s, 72°C 延伸 30 
s, 进行 29 个 循环 ; 72 度 延 伸 7 ming WRAY 
Actin3 基因 (GenBank 登录 号 : X04507) 做 内 参 , 设 
计 正 义 和 反 义 引 物 ,， 分 别 为 A3-F (5’-GACGAGGCA 
CAGAGCAAAAGAGG-3') A] A3-R (5’- CAGCGAGA 
GCACGGCTIGGAT-3’), PCR 产物 经 1.4% 琼脂 糖 
ERA, JA JE AER MR AA STH BR RAE, 并 
用 Tanon GIS HER oP OT aK IE ot OT AR tie CS FE. PCR 
反应 至 少 重复 3 次 以 上 。 
1.6 RÆ CYP6AF21 基因 在 幼虫 期 的 发 育 表 达 
分 析 

收集 幼虫 每 龄 期 第 1 天 的 整 条 幼虫 , 利用 RT- 
PCR 方法 研究 P450 基因 在 家 和 看 幼虫 期 的 发 育 表 达 
特征 , 反应 条 件 同 上 。 
1.7 CYP6AE21 的 亚 细 胞 定位 

设计 一 对 引物 subAE21-F(5'-TCACCCGGGATG 
TCAGTGAGCGCATTAGTA-3’ ) Ai] subAE21-R(5'-GC 
TAGATCTACGTGCGAAAATACGTTG-3’) ， 划 线 部 分 
分 别 为 Sma 1 FI Bgl 了 [[ 酶 切 位 点 ; VA Bk A E Rh fA 
cDNA 为 模板 ,进行 PCR 反应 ,其 中 退火 温度 为 
53C., 将 PCR 产物 用 这 两 个 限制 性 内 切 酶 进行 双 


酶 切 , 同时 将 本 实验 室 之 前 构建 的 A3-EGFP-PGL3 
载体 用 同样 的 内 切 酶 进行 双 酶 切 , 然后 将 酶 切 产 物 
进行 连接 ,得 到 由 家 看 Actin3 局 动 子 驱 动 的 
CYP6AE21 和 EGFP 融合 基因 的 表达 载体 A3- 
6AE21-EGFP-PGL3, 测序 验证 。 然 后 将 此 载体 在 脂 
质 体 Lipofectin 介 导 下 转 染 BmN 细胞 ,以 转 染 A3- 
EGFP-PGL3 载体 的 细胞 作为 对 照 组 。72 h 后 在 普 
通 殉 光 显 微 镜 下 初步 观察 绿色 效 光 蛋白 表达 情况 。 
用 4% 多 聚 甲醛 固定 转 染 后 的 BmN 细胞 , 2850 pg/ 
mL RNase 去 除 细胞 内 的 RNA, 再 加 入 0.5 mg/mL 
BULA IE 100 pL 标记 细胞 核 。 采 用 Leica 激光 扫描 
共 育 焦 显 微 镜 观察 并 扫描 ,分别 检 测 矶 化 两 喧 发 出 
的 红色 奖 光 ( 碘 化 两 叶 仅 对 细胞 核 染 色 ) 和 增强 型 
SALE H (enhanced green fluorescent protein, 
EGFP) 的 绿色 严 苍 。 根 据 奖 光 在 细胞 内 的 分 布 确定 
CYP6AE21 表达 产物 在 BmN 细胞 内 的 亚 细 胞 定位 。 
1.8 生物 信息 学 分 析 

采用 http://www. expasy. org/tools/pi_tool. html 
FER TAGE AT Eo FASS OP EH 
ClustalW 程序 进行 氨基 酸 序列 比 对 分 析 ; 使 用 
NCBI 上 的 Blast 在 线程 序 进行 基因 组 序列 和 了 ST 数 
据 搜索 。 采 用 在 线程 序 http ://silkworm. swu. edu. 
cn/silksoft/silkmap. html 473% P450 基因 在 染色 
体 上 的 定位 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Ae P450 基因 的 序列 分 析 

通过 分 析 家 和 在 P450 基因 组 预测 数据 和 NCBI 
EBA ae EST 数据 库 , 我 们 设计 了 1 对 特异 引物 ， 
通过 RT-PCR 方法 从 家 看 中 克隆 了 1 个 P450 基因 
序列 。 

序列 分 析 表 明 此 基因 含有 一 个 1572 bp 的 开放 
阅读 框 (open reading frame, ORF), 14 523 4 A 
FERRE, ZEREN EA at TER 60. 5 
kD ,等 电 点 为 8.4。 将 此 序列 与 其 他 P450 比 对 分 
析 表 明 其 含有 多 个 P450 特征 位 点 ， 如 helix-C 
(WxxxR ) helix-K(ExR) 和 血红 素 结 合 位 点 区 域 
( FxxGxxxCxG ) ( Werck-Reichhart and Feyereisen, 
2000)( 图 1) 。 此 序列 在 N 端 都 含有 一 段 玖 水 性 较 
高 的 序列 , 表明 其 可 能 属于 膜 结 合 的 微粒 体 P450s 
(Murakami et al., 1994) 。 

我 们 通过 将 该 基因 的 cDNA 序列 与 NCBI ER 
布 的 家 看 基 因 组 全 序列 进行 比 对 , 分 析 此 基因 的 基 
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因 组 结构 (图 2)。 结 采 表 明 该 基因 含有 一 个 1575 ATARE ER, MLAB Phase 1 内 合子 。 
bp 的 内 含 子 ,而 且 内 含 子 /外 显 子 边界 位 扣 符 利用 西南 大 学 的 Silkmap 程序 对 此 基因 进行 分 析 ， 
GT/AG 规则 。 此 内 合子 位 氮 与 本 研究 室 之 前 克隆 结果 表明 该 基因 定位 于 家 蛋 第 16 号 染色 体 上 (图 
HY e-Tax ae CYPA 和 CYP6 家 族 P450 基因 的 保守 内 3)。 


atgtcagtgagcgcattagtattttccgccttcgttttattagtgacgtatatttactat 

MS V S A L V FS A F V L LV T Y IT Y Y 
tggtegaccceggaaattcgattattggaagcgaaaaaatgstsccatacgctaaacctgtg 
WS TR F D K N V 


ccegttetttgggaactacatgegatatatcacactgeagagettcectaggagatgtgatg 
PFFGNY MR Y I T LQ S FL D V M 
cagaagcetgstgccagcagttcccetgacagaccgtactteggatcegttttacggtacggaa 
QQ K LC QQ F PD RP YY FG SS F Y G T E 
ccagccctagtcttgcagaatccggagatcatcaagcaagtttttactaaagacttctat 
P A LV LQN P E I I K Q V F T kK D F Y 
tacttcaacagccgcgaaaacagegattacaatcataaggaagtattcacacagaactte 
Y F NS RE N R DY NH EK E V F T Q N L 
ttcttceccaategagatagatggaagetaatacgtcagaacctaaccecectettctca 
F F A NG DR Q NL T PL F S$ 





Helix-C 


tcgtcaaagatgaagaatatettttacttggtggaaaaatgcaaccattcccttgaagac 
SS K M K NM F Y L V E Kk C N H S LED 
atectggacaaggaaaccaaagacttgcaaagtattgagacccegtctgectatgataageg 
M L D KET E R S M I 
tacacectggactctatctgctctagcaccttcggtatcgaaacaaataccttaagtgag 
Y CSS T F G IE TN T LS E 
gecgcagaaaatagtccttttccaagcateggaagcaccatatttagttcttcgataact 
G A E NS P F P S Mo S T IFSS S IT 
cgaggactgaaatteattgetcgttceatetegcegggcatattctataagcttgetcte 
RG L EK L I G R S M W PG 1 F Y kK L GL 
cegetectttccaacggaaattgacgatttctttgagagactcctgactgaggtgttcgag 
RC F P TE I DD F F E RL LT E V FE 
aaccgetgectacaagccgacgaaccgtaacgatttcetggacttaatcttgagtctgaaa 
N RG Y K PT N RN D F V DL I L 5 LK 
caaaacgattacctgaccggagatsgettgsgttceccaaaaacgtggacgcaaagaaagtg 
Q ND Y L T G DG L V P Kk NY D A K K YV 
acggtcaagetteacgaceccttattgatagcecagtecetagtcttcttteestecagec 
T V K V DOD ALL I A QC V V F F G A G 


ttcgaaacetcagctaccactctctcgegcagccctatacgagctgeccaagaacccagaa 
F E T S A TT LS A A L Y E L A K NP 
ecccaaaggcecectcaagaggaagttgacgaacttttgctaaaacacaacaacaagtta 
A Q R AQ E E E LLL kK HN N K L 
aattatgattgtttagcagaattaccgtacttggaggceatgtatgaacgaagcegatgcegt 
NY DC LA ELP Y L E A C MN 





ctgtacccagtatttcctaatatcacccgecgaaactettgccgactatacetttcccgat 

L Y PV F PN IT R E TV A DY T F P OD 
ggcctaaggatagataagggtatgegtgtgceatstceccggtgtatgctatccaccgtaac 
G L R I D K GM RV HY PV Y A 1 H RN 
cccgacaactttcctgacccggaagagtttcetcctgagagacatttaggagacgccaaa 
P DNF PD P E E F R P E R H LG OD A K 
aacgacattaagcagttcacettcttcccettcggagaaggecccaggatatgcattgst 
N D I K Q FT F FDP 





atececttcgegaaaatgcagactatcectegecteattacctettteaaaaagttcaac 
MR F G K MQ T I A GL 1 TC L K K F N 
ttcgaacteggcggacggtateccgageacectagcttttagatccacaacettecttaca 
F E L A DG MP RT L A FIRST TL LT 
cagccgagtaccggattattcceggaaggccacaccacgagacggatgggagcaacgtatt 
QQ P ST G L F R K A T P R DG W E Q@ R 1 
ttegcacgttaa 

F A R 一 


图 1 RENT P450 基因 的 开放 阅读 框 (ORF) 和 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Open reading frame (ORF) and the deduced amino acid sequences of the cloned P450 gene from Bombyx mori 
翻译 起 始 密码 子 (atg) 和 终止 密码 子 (taa) 用 下 划 线 标 出 ; 细胞 色素 P450 特征 位 点 用 阴影 标示 。Translation start codon (atg) and termination 


codon (taa) are underlined; the characteristic regions of cytochrome P450 are shaded. 
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ATG 


1575 bp TAA 





1378 bp 


图 2 HERRE P450 基因 的 基因 结构 
Fig. 2 Gene structure of the cloned P450 gene 


墨色 线条 上 面 的 数字 和 灰色 方 框 下 面 的 数字 分 别 表 示 内 含 子 和 外 显 子 的 大 小 。The numbers above the black line and below grey box represent the 


length of corresponding intron and exons, respectively. 


Chr. 16 





CYP6AE21 


图 3 克隆 的 家 等 P450 基因 的 染色 体 定位 
Fig. 3 Chromosomal localization of the cloned P450 gene 
from Bombyx mori 
染色 体 的 编号 被 标示 在 染色 体 的 上 方 ; P450 基因 在 染色 体 上 的 相 
对 位 置 被 标示 出 来 。The chromosomal order number is indicated above 
the chromosome. The relative position of this P450 gene on the chromosome 


is denoted. 


2.2 氨基 酸 序 列 同 源 性 比较 分 析 

将 该 基因 推定 的 氨基 酸 序列 通过 BLAST 程序 
与 其 他 P450s 进行 比 对 ,结果 表明 其 与 家 看 
CYP6AE2 同 源 性 非常 高 ， 相 似 性 达 91. 6% ; 与 欧 
洲 防 风 草 结 网 毛虫 Depressaria pastinacella CYP6AE1 
和 棉铃 里 Helicoverpa armigera CYP6AE14 相似 性 分 
BIA 54. 2% 和 50. 7%; 与 甘蓝 夜 蛾 M. brassicae 
CYP4S4 和 CYP4L4 的 相似 性 较 低 , 分 别 为 20. 9% 
FU 23.4% 。 

该 基因 和 CYP64E2 一 样 含有 1 个 位 点 相同 的 
AGH, 且 相 应 的 2 个 外 显 子 大 小 完全 一 致 。 它 们 
之 间 的 核 萌 酸 序列 相似 性 达到 94.5% , 且 在 基因 组 
上 以 涉 尾 相连 (head-to-tail) AY 77 FU BUH AEF, 中间 
由 约 7.6 kb 核 车 酸 序列 隔 开 , 推测 它们 是 由 其 中 一 
个 基因 加 倍 复制 形成 的 。 

此 基因 编码 的 蛋白 质 基 于 与 CYP6AE 亚 族 成 
员 的 高 度 相 似 性 , 被 国际 P450 命名 委员 会 命名 为 
CYP6AE21, Z HER FF] HJ GenBank 登录 号 
为 了 J387169 。 

2.3 ZÆ CYP6AE21 和 CPR 基因 的 表达 分 析 

利用 半 和 定量 RT-PCR 方法 研究 了 CYP6AE21 在 
家 笃 幼 虫 期 和 成 虫 期 的 组 织 表 达 形 式 ( 图 4 和 5)。 


194 bp 


SARRIA, CYP6AE21 在 幼虫 的 头 部 和 脂肪 体 中 表 
达 量 非常 高 , 在 丝 腺 中 有 少量 表达 , 在 其 他 组 织 中 
则 表达 量 非常 低 。 该 基因 在 成 虫 期 的 所 有 组 织 都 能 
表达 , 且 在 雄 蛾 和 肉 蛾 的 触角 中 表达 量 最 高 。 细 胞 
色素 PASO 还 原 酶 基因 也 在 雌 蛾 和 雄 蛾 触角 中 高 表 
A, 在 其 他 组 织 中 都 有 表达 , 但 表达 量 相对 较 低 (图 
5)。 幼 虫 各 龄 期 的 发 育 表达 分 析 表 明 CYP6AE21 随 
着 龄 期 的 增加 ,表达 量 逐 步 增加 (图 6) 。 





CYP6AE21 





Actin3 


图 4 CYP6AE2I 在 家 看 幼虫 中 的 组 织 表 达 模 式 
Fig. 4 Tissue expression profile of CYP6AE21 
in Bombyx mori larvae 
H: 头 部 Head; M: 中 肠 Midgut; F: 脂肪 体 Fat body; S: 丝 腺 Silk 
gland; T: 精 梨 Testis; O: 卵巢 Ovary; HL: 血 淋 巴 Haemolymph. 


CYP6AE2]1 
Cpr 
Actin3 


图 5 CYPGAE21 和 Cpr FEAR AE MH P HY Ae AN 
Fig. 5 Tissue expression profiles of CYP6AE21 and Cpr 





in adult Bombyx mori 
MA: 雄 蛾 触角 Male, antenna; FA: Wikify Female, antenna; MH: 
TEN BB Male, head; MT: 雄 蛾 胸部 Male, thorax; A: 雄 蛾 腹部 
Male, abdomen; L: 雄 峨 腿 部 Male, leg; W: 雄 峨 翅膀 Male, wing. 


CYP6AE2I | 





Actin3 | 
图 6 CYP6AE2I FERRARA PM AR RIX 
Fig. 6 Developmental expression analysis of CYP6AE2I gene 


in Bombyx mori larvae 
1: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 2; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 3; 3 龄 幼虫 
3rd instar larva; 4: 4 龄 幼虫 4th instar larva; 5: 5 龄 幼虫 5th instar 


larva. 
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(Vogt and Riddiford, 1981; Rybczynski et al., 1989, 

1990) 。 这 些 酶 能 快速 降解 信息 素 组 分 ， 栈 酸 酯 键 
或 乙 醛 化 合 物 , 因而 能 避免 组 织 对 气味 受 体 的 连续 
刺激 。 细 胞 色素 P450 在 细胞 中 主要 定位 于 内 质 网 
和 线粒体 膜 上 , 它们 在 信息 素 和 普通 气味 分 子 被 细 
胞 内 化 后 才能 对 其 起 作用 , 就 像 所 推测 的 其 他 细胞 
内 气味 降解 酶 类 (odorant-degrading enzyme, ODEs) 
一 样 ， 比 如 串 觉 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 ( glutathione S- 
transferase, GST) ( Rogers et al., 1999), BAHT 
究 表 明 微 粒 体 P450 定位 于 哺乳 动物 细胞 的 质 膜 上 
ADO et al., 1995; Loeper et al., 1998; Chinta et 

., 2002), 这 有 利于 使 信息 素 快 速 失 活 。 本 研究 
Zi ne CYP6AF21 主 要 定位 于 细胞 质 中 , 表明 该 
P450 需要 在 气味 分 子 或 失 活 后 的 信息 素 内 化 进 细 
胞 后 才能 起 到 降解 清除 作用 。 

本 研究 首次 在 家 看 中 鉴定 了 一 个 新 的 细胞 色素 
P450 基因 , 并 人 研究 了 其 表达 谱 。 为 确定 该 基因 的 
产物 是 否 参 与 气味 分 子 的 清除 降解 , 还 需要 进一步 
确定 基因 在 归 般 角 中 的 何 种 类 型 的 气味 感受 An 
表达 , 以 及 进行 异 源 表 达 、 重 建 PASO 酶 系 研究 其 底 
物 代谢 特性 。 
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